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INTRODUCCIÓN

La utilización de semen congelado se hace cada vez mas importante en la
industria equina, ya que representa una herramienta fundamental para el
mejoramiento genético en las diferentes modalidades del mundo ecuestre. Es por
tal motivo, que actualmente los diferentes estudios, se enfocan en el
perfeccionamiento en las técnicas de biotecnología de la reproducción como
congelación de semen, inseminación artificial y transferencia de embriones.
La congelación de semen permite la preservación de las características
genéticas de un semental por tiempo indefinido y permitir con esto transmitirlas
por generaciones sin alteraciones cuando sea requerido. La criopreservación,
conlleva a alteraciones en la membrana plasmática de los espermatozoides
debido a cambios en la temperatura o shock térmico, deshidratación, toxicidad de
las sales, formación de hielo intracelular, fluctuaciones del volumen celular o
alteraciones en el equilibrio metabólico (Brinsko y Varner, 1992), es por esta
razón que se debe implementar el uso de herramientas necesarias para evitar al
máximo estos procesos. Para esto es necesario, realizar un manejo apropiado
durante todo el proceso para congelación de semen, como el uso de diluyentes
con componentes efectivos que provean al espermatozoide los suplementos
necesarios para un adecuado metabolismo espermático y la suficiente protección
al criodaño, como también un correcto manejo tanto de las fuerzas de
centrifugación como de las curvas de congelación y descongelación.
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Se pretendía comparar dos diluyentes para congelación con el fin de
mejorar dichas tasas de fertilidad, a través de un trabajo de investigación y tesis
titulada: Comparación de dos diluyentes para congelación de semen equino con
diferente criopreservante y fuente proteica (Acetamida + yema de huevo de pato
Vs. Glicerol + yema de huevo de gallina), determinando la motilidad progresiva
post-descongelación, con la utilización de tres sementales sanos del Criadero
Bonza del Grupo de Caballería Mecanizado Nr 1 General José Miguel Silva
Plazas del Ejercito Nacional, a los cuales se les colectarían muestras seminales
con vagina artificial, posteriormente dichas muestras serian procesadas en el
laboratorio sometiéndolas a los dos diluyentes para congelación, sin embargo por
inconvenientes presentados durante el desarrollo de actividades no fue posible
obtener resultados.
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OBJETIVOS

El objetivo de esta revisión, es determinar mediante el análisis detallado,
las nuevas propuestas para la congelación de semen equino, los componentes
determinantes de los diluyentes para la criopreservación y el adecuado
metabolismo espermático, y como actualmente los factores contraceptivos
pueden verse afectados con la implementación de métodos innovadores en el
proceso de congelación.

Evaluar a través de los resultados obtenidos en los estudios realizados, la
eficacia de los diferentes componentes de cada uno de los diluyentes para
congelación, como criopreservantes alternativos y la reciente implementación de
la yema de huevo de pato.
Comparar el efecto de los criopreservantes alternativos, como las amidas,
frente al diluyente comercial que contiene glicerol y sus efectos representados en
los índices de mortalidad espermática post-descongelación.
Establecer un protocolo viable, eficaz y acorde al adecuado manejo y
análisis realizado, de la utilización de diluyentes alternativos para congelación de
semen equino.

Relatar mediante un reporte de caso, el desarrollo de la artritis séptica en
potros, los factores predisponentes asociados y la evolución del caso con
respecto al plan terapéutico.
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MARCO TEÓRICO

Generalidades Sobre el Semen Equino

El descubrimiento de la viabilidad espermática post descongelación debido
a un hallazgo accidental en 1949 de congelación de semen, en un diluyente que
contenía glicerol, dio vía libre para que a partir de este momento se realizaran
diversos experimentos para lograr preservar el semen al ser congelado; por
motivos económicos, dichas investigaciones fueron enfocadas más que todo
hacia la especie bovina; razón por la cual, todos los procesos de congelación de
semen en otras especies han sido extrapolados de los utilizados en el semen de
toros; sin embargo, debido a las diferencias entre las especies, estos métodos
han sido de menor éxito (Amann, 1985).

Las principales variables que afectan la congelación eficaz del semen en
las diferentes espacies están dadas por, la concentración espermática, el número
total de espermatozoides vivos, motiles y morfológicamente normales, su
habilidad para adaptarse a los cambios de condiciones osmóticas y su
capacitación de una manera apropiada y en un tiempo adecuado, entre otras.
Dichas características cambian significativamente entre las diferentes especies
por lo que es necesario llevar a cabo diferentes procesos según la especie a la
que se le congela semen (Petrunkina, 2007).
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Debido a las características del semen equino, numerosos procedimientos
han sido utilizados y estudiados para lograr congelar de forma efectiva. A pesar
de esto, las tasas de concepción logradas a partir del semen congelado de los
caballos siguen siendo mucho más bajas que las logradas por medio de la monta
natural o de la inseminación artificial con semen fresco, puesto que, el proceso de
congelación y descongelación del semen equino presenta diversos problemas que
incluyen la exposición del espermatozoide a la congelación, el daño producido por
la formación de cristales y los cambios intracelulares debidos a la deshidratación
asociada a la formación cristales intracelulares y procesos oxidativos que van en
detrimento de la célula durante la congelación (Amann, R, 1985).

Barbacini (2009), reporta que los conceptos técnicos para congelar semen
equino no han cambiado en los últimos 10 a 15 años y las diferentes etapas del
proceso se representan en la siguiente Figura 1.
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Figura 1. Representación esquemática de los pasos a seguir para la
congelación de semen equino.

Colecta del Semen Equino

Los mejores resultados se obtienen cuando el reproductor ha agotado sus
reservas espermáticas extragonadales, lo cual se logra mediante colectas o
montas

frecuentes.

Esto

permite

obtener

eyaculados

homogéneos

y

concentraciones espermáticas constantes en los reproductores (Amann y Pickett,
1987).
Para la colecta de semen se pueden emplear yeguas en celo
preferiblemente, o maniquíes artificiales, se requiere el uso de vagina artificial
debidamente acondicionada (Kenney et al. 1983; Varner et al. 1991), (Ver
Figura 2), preferiblemente sin el empleo de lubricación debido a los potenciales
efectos nocivos como los osmóticos de los lubricantes (Samper, 2007).

Figura 2. Empleo de la vagina artificial para la obtención de semen equino.
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Después o durante la colecta, el semen debe ser filtrado y luego debe
separarse la fracción gelatinosa de la fracción espermática (Kenney et al. 1983;
Papa, 1987; Gastal, 1991).

Evaluación del Semen Equino

Posteriormente, se realiza la evaluación espermática de forma subjetiva,
con microscopio de luz (Ver Figura 3), u objetiva a través de análisis
computarizados (Morel, 1999). En el caso del análisis objetivo, el semen debe ser
diluido, en tanto que en el análisis subjetivo se puede realizar sin dilución, aunque
es deseable que se haga la dilución para garantizar una adecuada protección
espermática contra las variaciones de temperatura ambiente, y para facilitar la
acción del antibiótico presente en el diluyente (Varner et al. 1991).

Las evaluaciones de rutina utilizadas en el pre congelamiento del semen
corresponden a la motilidad total, motilidad progresiva, vigor espermático,
concentración espermática, volumen seminal sin gel, y el aspecto seminal (Ver
Figura 4). Además, se toman muestras para el análisis de morfología espermática
(Kreuchauf, 1984; Morel, 1999; Fürst et al. 2005; Canisso, 2008).
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Figura 3. Evaluación microscópica de semen equino con microscopio de luz.

Figura 4. Evaluación microscópica de semen equino, visualización 10X de
espermatozoides equinos.

El semen debe ser evaluado teniendo en cuenta el número de
espermatozoides por mililitro de semen, y el porcentaje de espermatozoides que
presentan una motilidad normal y progresiva para así poder determinar el número
de espermatozoides viables en el eyaculado.
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Durante esta evaluación, que dura más o menos cinco minutos, el semen
debe mantenerse a una temperatura de 38°C (Amann et al. 1985). La motilidad
espermática refleja varios aspectos esenciales de un correcto metabolismo
espermático. Usualmente la motilidad total y la motilidad progresiva son
calculadas en porcentajes. Además, la velocidad de los espermatozoides también
debe ser evaluada. Si el semen es expuesto

a bajas temperatura o a la

desecación en la lámina, la motilidad disminuye rápidamente (Katila, 2001). Dicha
motilidad es considerada como un prerrequisito para obtener altas tasas de
fertilidad. Esta función fisiológica básica lograda por el movimiento continuo del
filamento axial, depende en gran medida de la disponibilidad de energía. Por lo
tanto, una alta motilidad espermática sugiere una alta tasa de fertilidad (Schober
et al. 2007).

También se recomiendan realizar pruebas in vitro de capacitación
espermática y del posible comportamiento que los espermatozoides podrían tener
en su recorrido hasta el óvulo y sobre su capacidad de ligarse al mismo y
fecundarlo (Petrunkina et al, 2007).

Motilidad Progresiva

Se debe evitar que el semen sufra cambios bruscos de temperatura y se
debe contar con todo el material precalentado además de una platina térmica en
el microscopio (38º a 40 º). Además se debe evaluar inmediatamente después de
la recolección. La motilidad progresiva se evalúa por medio del microscopio,
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utilizando los aumentos 40 X y 100 X, valorando tanto el movimiento global de los
espermatozoides, como también el movimiento individual progresivo de aquellos
móviles.

Concentración Espermática

Indica la cantidad de células espermáticas por unidad de volumen
eyaculado. Para determinar este parámetro existen dos métodos muy comunes:
Esperma cue® (mini tube, Alemania) y cámara de neubabuer.

Eperma cue (mini tube)
Permite saber la cantidad de espermatozoides por centímetro cubico luego
de colocar una gota de la muestra en la fotocelda del equipo, el cual trabaja con
un patrón de concentración conocido, previamente calibrado.

Camara de Neubabuer
Con ayuda de una pipeta automática, se toma una alícuota de semen
diluido y homogenizado que luego transfiere a la hemicamara por medio de
capilaridad entre el piso de esta y el cubre objetos, dejando que la solución
ingrese sin que pase a los canales laterales. Después de 5 minutos necesarios
para la sedimentación de las células espermáticas, que posteriormente son
contadas.
El número de espermatozoides es dividido por el área contada, multiplicada
por la altura de la cámara y por la dilución utilizada; obteniendo así el número total
de millones de espermatozoides por mililitro de semen.
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Morfología Espermática

Determina el porcentaje de espermatozoides con o sin alteraciones
morfológicas; el número total de las alteraciones no debe ser mayor al 30 %.
Consiste es hacer un extendido del semen sobre un porta objetos precalentado,
se seca y se sumerge en solución saturada de rojo congo diluido en agua durante
20 segundos, luego la lamina es lavada por su reverso y sumergida en una
solución de violeta de genciana al 0.5 % por 5 segundos; posteriormente la lamina
es lavada nuevamente y secada al aire, para ser evaluada en el microscopio.
Entre otras coloraciones para evaluar morfología espermática, se encuentra
giemsa, eosina – nigrosina y hematoxilina – eosina.
El semen equino presenta ciertas características morfológicas propias de la
especie tales como: cabeza asimétrica, posición abaxial de la cola, un acrosoma
de poco volumen y la presencia de microtúbulos en su cuello. Además, se ha
reportado que el porcentaje de espermatozoides normales varía de 51% - 89%; la
presencia de anormalidades mayores suman un 9.5% incluyendo anormalidades
de la cabeza 4.1%, cola doblada debajo de la cabeza 2.5% y defectos del cuello
2.4%; y anormalidades menores comprometiendo el 10.7% dentro de las cuales
se encuentran colas dobladas 6.9%, pérdida de porciones de la cabeza 1.4% y
pérdida del acrosoma 2% (Kuisma et al, 2006). Dichas características
morfológicas

pueden

valorarse

como

anormales,

representando

calidad

espermática pobre; sin embargo, se han presentado diversos casos en los cuales
la morfología de los espermatozoides no está relacionada con la fertilidad de los
mismos; por lo tanto, un gran rango de anormalidades morfológicas son
aceptables para los machos reproductores (Katila, 2001).
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Características del Semen Equino

En la tabla 1, se describen a continuación las características del semen fresco al
obtener el eyaculado y los parámetros normales para la evaluación macro y
microscópica.

Tabla 1. Características y componentes del semen equino (Tomado de Ball,
2004).
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Metabolismo espermático

Morel en 1999, hace referencia que la principal fuente de energía de los
espermatozoides eyaculados son carbohidratos de sustrato exógeno, los
monosacáridos como la glucosa son metabolizados rápidamente por los
espermatozoides

equinos

y tienen

capacidad

limitada

para

usar

otros

carbohidratos más complejos para atravesar la membrana plasmática, la glucosa
se liga a proteínas transportadoras y no hay almacenamiento de ésta en la célula
espermática.
Mann (1964), reporta que el espermatozoide equino para su producción de
ATP depende de un metabolismo aeróbico. Este metabolismo produce
peroxidación lipídica a través de peróxido de hidrogeno de las mitocondrias, esto
compromete la motilidad, la viabilidad e integridad estructural (Alvarez et al.
1984).
Una vez es consumido el oxigeno presente en el plasma seminal o en el
diluyente, da lugar a un metabolismo anaeróbico produciendo finalmente acido
láctico, el aumento conduce a un aumento de pH y consecuente disminución de
metabolismo, ATP y por consiguiente motilidad. Para conservar una viabilidad
espermática adecuada debe haber un pH extracelular entre 6.2 y 7.8 (Amann y
Graham, 1993).
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Dilución seminal y centrifugación

El semen y el diluyente para centrifugación deben encontrarse a la misma
temperatura en el momento de la dilución (Morel, 1999). Puede hacerse a 37 ºC si
se realiza inmediatamente después de la colecta, o a los 22 ºC si se realiza un
enfriamiento previo del semen, conforme al protocolo francés de congelamiento
(Vidament, 2005).

Los diluyentes empleados para centrifugación del semen varían de acuerdo
al país. Entre ellos se encuentran la solución sacarosa al 11% (Piao et al., 1988),
solución glucosa EDTA (Martim et al, 1979; Klug, 1992), solución de lactato de
ringer, solución de ringer lactato enriquecido con medio Kenney, medio dilutor de
Kenney (Serres et al, 2002; Canisso, 2008), y los medios INRA 82, INRA 96, y
leche desnatada ultra-pasteurizada (Vidament, 2005; Vidament et al., 2005,
2008). La mayoría son variantes del diluyente de mínima contaminación
propuesto por Kenney et al. (1995) (Squires et al., 1999; Papa et al., 2005;
Raphael, 2007).

Actualmente, encuentran diluyentes ya preparados o para preparar, los
más comúnmente usados se representan en la siguiente tabla 2.
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Tabla 2. Diluyentes actuales para centrifugación (Samper et al, 2000).

Diluyente

Componentes

Kenney

2.4g de leche descremada seca, 4.9g de

(Ver Figura 5)

glucosa y 100ml de agua destilada.

Gel Crema

1.3g de gelatina Knox, 10ml de agua
destilada calentada y 90ml d crema al 50%.

Gel de Leche descremada

1.3g de gelatina Knox, 100ml de leche
descremada calentada por 10 minutos a
97°C.
Dilución de 12g de glucosa y 12g de

Yema de huevo Glicina

fructosa en 600ml de agua; 20g de Citrato
de Sodio y 9.4g de Glicina en 1000ml de
agua; mezclar mas suplemento de 20% de
yema de huevo y centrifugar.

INRA-96

12.2g

glucosa,

45.4g

lactosa,

27g

fosfocaseinato, 0.14g de CaCl2, 0.4g de
KCl, 0.06g de KHPO4, 0.2g de MgSO4,
1.25g de NaCl, 0.118g de NaH2PO4, 0.35g
de NaH2CO4, 4.76g de HEPES y se agrega
agua destilada hasta completar 1L
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Figura 5. 60ml de dilución de semen equino con diluyente Kenney para
centrifugación.

Dentro del diluyente se debe utilizar un antibiótico, ya sea polimixin B o
gentamicina con el fin de evitar la proliferación bacteriana mientras el semen es
procesado y almacenado mejorando así su preservación (Vaillantcourt et al.
1993).
También se ha incluido una combinación de Penicilina- Estreptomicina a
los diluyentes con el fin de eliminar los posibles contaminantes del semen sin
presentar cambios en la motilidad progresiva al momento de descongelar
(Ranzenigo et al. 2008).
Rota et al. (2007), probaron diferentes tipos de diluyentes de los cuales, el
que mejor preservaba las características en la motilidad del semen era el que
contenía leche UHT descremada, solución salina, azúcar, solución HEPES y 2%
de yema de huevo centrifugada.

25

Centrifugación

El semen, una vez diluido, debe ser centrifugado, a fin de concentrar los
espermatozoides para permitir posteriormente una segunda dilución, y remover
parte del plasma seminal que tiene efectos nocivos sobre la motilidad espermática
(Amann y Pickett. 1987).

En la centrifugación se pueden utilizar tubos de ensayo graduados con
capacidad de 10, 15 ó 50 ml, al parecer los de 10 ml ofrecen mayores ventajas
(Amann y Pickett. 1987). Si bien la centrifugación es un proceso obligatorio para
el congelamiento de semen de equinos, no es un proceso inocuo al
espermatozoide (Ver Figura 6). La centrifugación puede inducir la peroxidación
lipídica de las membranas espermáticas (Raphael, 2007), por lo que se
recomienda fuerzas de centrifugación leves (400 a 600 g) por 15 minutos
(extremos de 10 a 20 minutos) (Amann y Pickett, 1987; Papa, 1987; Arruda, 2000;
Alvarenga, 2002; Serres et al. 2002; Papa et al. 2005). Según Weiss et al. (2004)
recomiendan que, el semen equino debe ser centrifugado a velocidad de 600 g
por 10 minutos pre congelación a razón de obtener menor pérdida espermática y
una buena calidad de congelación seminal.

26

Figura 6. Preparación para centrifugación de 4 tubos de 10ml para semen
equino.

Luego de la centrifugación, en el sobrenadante se encuentra el plasma
seminal, el diluyente y algunas pocas células de descamación y algunos
espermatozoides, mientras que en la porción inferior se encuentra el botón
espermático que no es más que un agregado de espermatozoides, plasma
seminal y diluyente (Ver Figura 7). En esta fracción se encuentra cerca del 85%
de los espermatozoides (Papa, 1987; Squires et al., 1999). El sobrenadante se
remueve cuidadosamente con una pipeta o equipo adaptado, y el semen restante
debe ser gentilmente resuspendido con el diluyente de congelación, a través de
suaves movimientos de succión y eyección (Varner et al., 1991; Squires et al.,
1999).
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Figura 7. Botón espermático (85% espermatozoides) post centrifugación.

Factores influyentes en la conservación espermática

Shock Térmico
Katila (1997), reporta que el enfriamiento reduce la actividad metabólica
espermática, reduce el crecimiento bacteriano prolongando la viabilidad
espermática.
El Shock térmico representa las alteraciones como reducción en la
motilidad, movimiento retrogrado o circular, reducción metabólica, alteración
acrosómica y de la membrana plasmática, que sufren los espermatozoides al
someterse a un enfriamiento rápido de 20 a 5C (Amann y Pickett, 1987).
La membrana espermática se compone de una cadena doble de
fosfolípidos,

donde

se

localizan

complejos

proteicos

en

estado

fluido.

Los lípidos al enfriarse entran a una fase liquida cristalina y luego a estado de gel
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donde tienden a agregarse formando microdominios en áreas aun fluidas, los
bordes de estos son mas frágiles y susceptibles a fusión o ruptura y mayor
permeabilidad a iones(Hemmersted et al. 1990). Cuando esto ocurre, a 5C la
permeabilidad del Ca crece significativamente y no puede ser contrarrestado con
suficientes bombas de Ca, logrando niveles tóxicos y consecuentemente una
reducción en la motilidad y capacidad fecundante (Amann y Graham, 1993).
La severidad del shock térmico depende del grado de enfriamiento, el
intervalo y variación de Tº, estos efectos pueden reducirse con un enfriamiento
controlado especialmente entre 19-8C y a través de la adición de lípidos (yema de
huevo) o proteínas en el diluyente para congelación (Moran et al 1992).

Diluyentes

Estas sustancias contienen componentes que protegen y permiten la
supervivencia espermática fuera del tracto reproductivo y además cumplen la
función de aumentar el volumen de la dosis inseminante. Los componentes que
hacen parte del diluyente deben suplir las necesidades metabólicas del
espermatozoide como son la glucosa que constituye fuente de energía (Brinsko y
Varner, 1992). Proveer capacidad protectora al shock térmico por medio de
lipoproteínas presentes en la yema de huevo y la leche, como también es
importante incluir una sustancia tampón que neutralice sustancias toxicas que se
producen en el metabolismo espermático como el acido láctico (Katila, 1997).
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Es necesario tener muy en cuenta una osmolaridad del plasma seminal
circundante a la isotonicidad (227-332mOsm/Kg). Los diluyentes a base de leche
varian entre 300 y 400mOmsm/Kg. Y el pH debe ser neutro alrededor de (6.7-7.2).
La mezcla de yema de huevo al 20% y toda una solución de leche
descremada siempre demostró los mejores resultados (Motilidad 41,7%;
membrana plasmática intacta 54,2%). Los resultados de este estudio indican que
la inclusión de diferentes fuentes de macromoléculas como yema de huevo y
leche descremada, puede mejorar la motilidad y la integridad de la membrana
plasmática de los espermatozoides equinos congelados (Braun J et al. 1995).
Bedford et al. (1995), concluyen que la adición de yema de huevo (con
remoción del plasma seminal) o glicerol al diluyente NDSMG (leche descremadaglucosa), no disminuye la motilidad o la motilidad progresiva del semen
refrigerado pero adversamente afecta la fertilidad.
La amida como criprotectante en el espermatozoide equino protege tan
efectivamente del criodaño como el glicerol. Desde que estos compuestos
permeables a la membrana plasmática son más efectivos que el glicerol causan
menor daño osmótico al espermatozoide equino. Es por eso que estos
compuestos proveen mayor efectividad en la criopreservación del semen, y y
tienen un uso particular en aquellos sementales que tienen pobre características
post descongelación cuando se usa el glicerol como crioprotectante (Squires E.L
et al. 2004).
Tselutin K, et al. (1999), reporta que las tasas de fertilidad más elevadas se
obtuvieron con el uso semen congelado en gallos con Dimetilacetamida (DMA) en
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pellets sumergidos directamente en nitrógeno líquido, al añadirla a -6 C (92,7%) o
5 º C (84,7%). Cuando el semen se congeló en pajillas, el glicerol de 1 o 30
minutos se obtuvieron los resultados de fertilidad más altos, pero las tasas de
fertilidad fueron más bajas (53,7 y 63,9%) que con DMA en pellets. Los resultados
más bajos (26,7%) se obtuvieron cuando el semen se congeló en pajillas con
DMA. Cuando el semen fue congelado en pellets con tasas de enfriamiento muy
altas, la DMA fue superior al glicerol como crioprotector, como lo demuestra la
fertilidad. En cambio, cuando se utilizaron las pajillas y las bajas curvas de
congelación, el glicerol presentó mejores resultados, sin embargo, estos
resultados nunca fueron tan altos como los obtenidos con la DMA en pellets.

La motilidad espermática visualizada y el porcentaje de membranas
plasmáticas intactas evaluadas a las 6 h post-descongelación de espermatozoides
bufalinos fue mas alta (P < 0.05) con yema de huevo de pato en comparación con
yemas de huevo de otras aves y el control (yema de huevo de gallina).
El porcentaje (%) de espermatozoides con acrosomas normales a los 20 min y a
las 6h post-descongelación fue mayor (P < 0.05) en diluyente de yema de huevo
de pato (Andrabi S, 2008).

Los parámetros obtenidos en la motilidad de semen equino son
improbables cuando se usa diluyente lactosa EDTA suplementado con yema de
huevo de pato que con yema de huevo de gallina. Por otra parte el porcentaje de
morfología espermática normal fue mayor post descongelación a concentración
de 200x106/ml que a 20 × 106/ml (Clulow et al. 2007).
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Chenier (1998), realizó un experimento en el cual se compararon 5
componentes para diluir el semen (glicerol, glicerina etileno, dietilenglicol,
propileno glicol y dimetil sulfóxido); se demostró, que el dimetil sulfóxido (DMSO)
fue el que mejor motilidad espermática presentó al momento de descongelar el
semen, incluso mejor que el glicerol.

Dilución para congelación y empaque de pajillas

Dilución para congelación

El diluyente para congelación generalmente se compone de yema de
huevo, detergente anionico hidrosoluble y humectante para solubilizar las
proteínas incluyendo las activas de la yema de huevo, sustancia tampón,
electrolitos, antibióticos y glicerol. Este diluyente comercial reportado por la
literatura que es ampliamente utilizado a nivel mundial se describe detalladamente
en la siguiente tabla 3.

Tabla 3. Composición del diluyente para congelación de semen equino (Tomado
de Brass K, 2001)
Diluyente

Componentes

Lactosa-EDTA-Yema de Lactosa (11%w/v)
huevo (Martin et al. 1979) Diluyente EDTA
Yema de huevo
Orvus Es
Glicerol
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La cantidad de diluyente que se añade al botón espermático, post
centrifugación, depende de la concentración espermática (Loomis, 2006), (Ver
Figura 8).

Figura 8. Dilución del botón espermático en diluyente para congelación.

Actualmente, se recomienda una tasa de dilución seminal de 200 millones
de espermatozoides/ml (Arruda, 2000). Nascimento et al. (2008), obtuvieron a
través de la citometría de flujo y uso del programa de cómputo CASA, mejores
resultados de semen congelado en pajillas de 0.5 ml usando concentraciones de
200 millones vs. 100 y 400 millones de espermatozoides/ml.

Las observaciones clínicas sugieren que una dosis de inseminación de 500
millones de espermatozoides con motilidad progresiva, provee a la yegua una
dosis efectiva y conservadora. Otros autores han sugerido que determinados
sementales pueden requerir un número menor de espermatozoides (100 a 250
millones), para lograr una máxima fertilidad y que sería recomendable ajustar la
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dosis

según

el

porcentaje

de

espermatozoides

que

se

encuentren

morfológicamente normales (Ball, 2004).

Los resultados de investigaciones en congelación de semen bovino,
especialmente en lo referido al empaque del semen en pajillas, han sido
usualmente extrapolados al manejo del semen en equinos. Inicialmente, fue
congelado en ampolletas de vidrio (Polge y Minotakis, 1964) y posteriormente, en
la forma de pellets (Merkt et al.1975). Al final de la década del 70 se empleó el
macrotubo (Martim et al., 1979). En la década siguiente y hasta la actualidad
prevalece el uso de la pajilla francesa de 0.5 ml (Loomis et al., 1983; Amann y
Pickett, 1987; Arruda et al., 1989a; Alvarenga, 2002; Loomis, 2006).

La metodología de envase en pajillas ofrece ventajas adicionales como la
practicidad proporcionada en el llenado y sellado, identificación permanente,
congelamiento homogéneo y su fácil adquisición (Arruda et al. 1986), (Ver
Figura 9).

Figura 9. Empaque de pajillas de 0.5ml.
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Enfriamiento

El semen debe ser previamente enfriado al proceso de congelación. Las
tasas ideales de enfriamiento del semen equino fueron demostradas por Varner et
al. en 1988, quienes observaron que las tasas de enfriamiento pueden afectar la
capacidad de retención de la motilidad. No obstante, el enfriamiento tiene poco o
ningún efecto perjudicial sobre la célula espermática si se utiliza el diluyente
adecuado. La temperatura del semen puede bajar de 37 a 20 ºC sin efectos
adversos para la motilidad (Kayser et al., 1992), pero temperaturas entre 19 y 8 ºC
son críticas para el espermatozoide equino (Morán et al., 1992; Keith, 1998); sin
embargo, el enfriamiento puede realizarse rápidamente de 8 a 5 ºC (Morán et al.,
1992). Entre 8 y 5 ºC, la membrana espermática está en una fase de transición
del estado líquido cristalino al estado de gel (Graham, 1996), pudiendo ocurrir un
choque térmico caracterizado por pérdida de motilidad, fertilidad y movimiento
circular cerrado si no se toman las precauciones necesarias (Alvarenga, 2002).
Ocurren daños en la membrana plasmática, así como reducción del metabolismo
de carbohidratos, desbalance cátio-iónico, pérdida del contenido intracelular como
enzimas y lípidos.

Asimismo, el acrosoma parece ser esencialmente afectado

por el choque frío, pudiendo exhibir aumento de volumen o vesiculación (Keith,
1998).
La refrigeración del semen induce a una serie de cambios en la
composición y organización de la bicapa lipídica (Squires et al. 1999). De este
modo, cuando la temperatura disminuye, el movimiento lateral de los fosfolípidos
se torna más restringido, exhibiendo una transición de la fase fluida para gel con
formación

de

arreglos

hexagonales

(Watson,

1996).
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Las alteraciones fisico-químicas de las membranas espermáticas, causadas por el
enfriamiento, pueden ser irreversibles como la disminución de la fluidez y
aumento en la permeabilidad de la membrana, daños acrosomales, liberación de
enzimas y fosfolípidos, reducción en la actividad metabólica y en el consumo de
ATP (Farstad, 1996).

Fürst (2002), desarrolló un sistema de enfriamiento artesanal donde se baja
la temperatura del semen de 22 hasta 8 ºC durante 35 minutos (-0.5 ºC/min), para
luego ser dejado por 25 minutos en la nevera para la estabilización previa al inicio
del congelamiento. Este método ha sido utilizado para semen de caballos de las
razas Bretón y Mangalarga Marchador, con buenos resultados de fertilidad (Fürst,
2006).
En el rango de temperatura donde el espermatozoide es más susceptible al
choque térmico, estos deben ser enfriados gradualmente. Las tasas de
enfriamiento se agrupan en tres categorías: lentas (<-0.33 °C/min), medias (-0.33
a -1.0 °C/min), y rápidas (>-1.0 °C/min) (Douglas-Hamilton et al, 1984).
Según Santos (1994), las mejores curvas de enfriamiento en semen
mantenido a 5 ºC, fueron de -0.6 a -1.0 ºC/min.

Se asume que la impariedad de la función celular resultante de la
refrigeración y del choque osmótico es la principal fuente de la sensibilidad
espermática del equino a procedimientos de congelación convencionales
(Siemea, 2008).
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Congelación del Semen Equino

Las células espermáticas son desafiadas a pasar por una fase crítica de
congelamiento que ocurre en temperaturas de -15 a -50 ºC (Mazur, 1980).
Los cambios celulares que ocurren durante la congelación no están asociados a
su habilidad de almacenarse a temperaturas muy bajas, sino a los efectos nocivos
del pasaje por temperaturas intermedias (-15 a -60 ºC), que el espermatozoide
tiene que atravesar en dos oportunidades; una durante el congelamiento y otra
durante el descongelamiento (Squires et al. 1999). Durante el proceso de
congelación, una vez se pase por esas temperaturas, cesa la actividad metabólica
y las células se tornan durmientes.
El espermatozoide alcanza un estado de anabiosis al encontrarse en
nitrógeno líquido (-196 ºC). Esto es debido a que no existe agua líquida pasando 130 ºC, ya que el estado físico del agua está en la forma de cristales, y en ese
estado la viscosidad es alta y la difusión prácticamente no ocurre; además, no hay
energía térmica para una reacción química (Keith, 1998).

Al congelar el semen se produce una alteración conocida como shock de
congelación, la cual se presenta principalmente al realizar una congelación rápida
de 20°C a 1°C y es evidente puesto que muchos espermatozoides comienzan a
moverse en forma circular, presentan una pérdida de motilidad prematura,
disminuyen la producción de energía, se desprende el acrosoma, se incrementa la
permeabilidad de la membrana celular y hay pérdida de iones y moléculas
intracelulares lo cual se le atribuye a la formación de cristales de hielo
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intracelulares (Amann et al. 1985). Sin embargo, se han realizado congelaciones
a una tasa de 330 y 3000°C/minuto en las cuales no se ha evidenciado la
presencia de cristales de hielo intracelulares generando una disminución de la
viabilidad espermática, sugiriendo que los factores más importantes que
disminuyen dicha viabilidad son los cambios en las propiedades físicas del
ambiente extracelular; aunado a esto, se ha demostrado que al congelar una
solución acuosa de glicerol, se incrementa rápidamente la viscosidad y se
producen núcleos de hielo. Como la viscosidad de la solución aumenta durante el
proceso de congelación se va limitando cada vez más el proceso de difusión del
agua haciendo que la formación de cristales sea extracelular, atrapando los
solutos dentro de cámaras congeladas junto con las células, que se ven obligadas
a estar rodeadas de una solución cada vez más concentrada que deshidrata las
células generando, finalmente, un desbalance osmótico cuando se descongelan
(Morris, 2007).

Se ha demostrado que al emplear diferentes tasas de congelación no se
produce ningún cambio significativo en el porcentaje de motilidad progresiva de
los espermatozoides (Cochran et al. 1984).

En la ausencia de agentes crioprotectores efectivos en el medio, existe una
tasa congelación óptima para cada tipo células. Este tipo de congelación está
directamente relacionado con la permeabilidad de la membrana celular al agua.
Las células que tienen una mayor permeabilidad al agua requieren una tasa de
congelación más alta para garantizar su supervivencia.
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Lo ideal sería, que el hielo extracelular formado durante la congelación
conducirá a un aumento presión osmótica en el medio no congelado, el cual
extraerá más agua hacia afuera de la célula. Por lo tanto, la concentración de
sales aumentará tanto al interior como al exterior de la célula a medida que el
agua se congela, y la temperatura deberá

disminuirse para lograr evitar la

desnaturalización de las proteínas a causa de la rápida salida del soluto
intracelular. Por lo tanto, una tasa de congelación muy rápida causa daños
estructurales debido a la formación de hielo intracelular; y una tasa demasiado
lenta causará daños a las proteínas (Crabo, 2001).

Los protocolos de congelación no han establecido una curva ideal de
congelación, probablemente debido a la composición extremamente variable del
diluyente, y a los tipos y concentración de los crioprotectores (Heitland et al.
1996). En la mayoría de los protocolos disponibles se describe una curva de
congelamiento rápida de -60 a -70 °C/min, con exposición de las pajuelas en
forma horizontal sobre una gradilla, a 3 cm por encima del vapor del nitrógeno
líquido (Papa, 1987; Fürst et al, 2005; Fürst, 2006). Pasada esta fase, el semen
se sumerge en el nitrógeno líquido, donde puede ser almacenado por tiempo
indeterminado (Squires et al. 1999). Cristanelli et al. (1985), no encontró
diferencias significativas en los porcentajes de motilidad progresiva en
espermatozoides equinos congelados en el vapor de nitrógeno a una altura de 4
cm vs. al congelamiento en congelador automático con curvas programadas.
Las curvas de congelación a las cuales deben ser sometidas las pajillas
dependen de la ubicación en campo o en el laboratorio, variando con esto la
metodología a realizar y el tiempo empleado respectivamente.
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En campo es común someter las pajillas a curvas de congelación rápidas
con vapores de nitrógeno líquido. Las pajillas previamente refrigeradas a 5°C
durante 30min deben ser posicionadas horizontalmente dentro de una nevera de
icopor a una distancia de 4cm por encima del nitrógeno liquido ubicado en el
fondo de la nevera, estos vapores están a temperatura -160°C, lo cual permite en
10min congelación paulatina de las pajillas antes de ser sometidas al nitrógeno
liquido, (Ver Figura 10).

Figura 10. Congelación de pajillas de 0.5ml con vapores de nitrógeno durante
10minutos a 4cm de distancia, a la izquierda tanque de nitrógeno para
almacenamiento.

La congelación a nivel de laboratorio es generalmente programada donde
se obtiene una curva de congelación lenta, y las pajillas se someten a congelación
a una tasa de 10°C/min de 20°C a -15°C y 25°C/min de -15°C a -120°C y luego se
sumergen en nitrógeno liquido (Amann y Pickett, 1987).
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Descongelación del Semen Equino

Medeiros et al. (2002), congelaron espermatozoides equinos en pajillas de
0.5 ml dejándolas a 5°C durante una hora, seguido por una exposición a vapores
de nitrógeno a 6 cm, durante 15 min y posterior inmersión en nitrógeno líquido, las
pajillas fueron descongeladas en baño de maría a 46°C durante 20 seg. Otro
método de descongelación utilizado para pajillas de 0.5 ml es en baño de maría a
75°C durante 7 seg, transfiriendo inmediatamente a otro baño a 37°C durante 5
min; este método se utilizo para pajillas congeladas a partir de una exposición de
nitrógeno líquido a 3 cm durante 10 min y posterior inmersión en el nitrógeno
líquido. Las pajillas de 0.5 ml del semen tradicionalmente se descongelan a 37°C
durante 30 seg. Las pajillas de 4 ml pueden ser descongeladas a 50°C durante 45
seg y las pajillas de 0.25 ml pueden ser descongelada a 40 °C por 15 seg.
Para descongelar el semen, deben prepararse dos recipientes con agua
caliente, uno a 75°C y el otro a 37°C, y cada uno con un termómetro precisión,
sólo debe descongelarse una pajilla a la vez. En primer lugar se sumerge la pajilla
en le recipiente con agua a 75°C y se mantiene ahí por 7 segundos y luego se
pasa al recipiente con agua a 37°C por 5 segundos como mínimo, aunque si se
deja por unos minutos se disminuye considerablemente la fertilidad (Amann et al
1985).
Aunque también se utilizan otros métodos de descongelación, uno de los cuales
sugiere tener en un recipiente, agua a 37°C y sumergir las pajillas de 0.5ml
durante 30 segundos.

Luego se retira la pajilla, se seca, y se realiza una
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evaluación, por medio de un microscopio de luz, del porcentaje de motilidad
progresiva, motilidad total y la velocidad de desplazamiento (Kuisma et al, 2006).

Otro método de descongelación propone sumergir las pajillas en agua
calentada entre 38°C y 40°C durante 15-20 segundos (Schober et al, 2007).
Se han logrado obtener mejores porcentajes de espermatozoides con motilidad
progresiva al utilizar en el diluyente un 4% de glicerol que utilizándolo con 2% ó
6% (Cochran et al, 1984).

La descongelación del semen debe hacerse a una tasa muy rápida para así
disminuir la posibilidad de los daños extracelulares producidos por la formación de
cristales de hielo (Crabo, 2001).

El descongelamiento del semen se realiza en baño maría, a temperaturas
que varían de acuerdo con el recipiente de envase utilizado y con la disponibilidad
de equipamiento. Para semen congelado en pajuelas francesas de 0.5 ml se
recomienda el descongelamiento a 37 ºC por 30 segundos o a 75 ºC por 7
segundos (Arruda, 2000; Samper et al. 2007). Sin embargo, hay algunos
resultados contradictorios respecto a cual sería la mejor temperatura y tiempo
(Morel, 1999). En este sentido, Fürst et al. en 2005 en su investigación, si bien no
observaron diferencias en las motilidades total y progresiva para estas
temperaturas y tiempos, el vigor espermático medio fue mejor al descongelar a 75
ºC por 7 segundos.
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Almacenamiento del Semen

El almacenamiento de las pajillas se realiza en tanques que varían según la
capacidad en Litros de nitrógeno liquido, este almacenamiento puede realizarse
por tiempo indefinido sin alterar las propiedades del semen congelado, debe
tenerse en cuenta que el nitrógeno no debe tocar la piel ni tampoco los elementos
que hayan sido congelados por este, tampoco deben sellarse los tanques
herméticamente, ya que la acumulación de los gases puede ser peligrosa y,
finalmente, el manejo del nitrógeno líquido debe realizarse en lugares al aire libre
puesto que sus vapores pueden ser tóxicos (Loomis, 2001).
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ANALISIS DEL TEMA

Numerosos procedimientos han sido utilizados y estudiados para lograr
congelar el semen equino de forma efectiva. A pesar de esto, las tasas de
concepción logradas a partir del semen congelado en equinos siguen siendo
mucho más bajas que las logradas con monta natural o inseminación artificial con
semen fresco, sin embargo la tecnología ha logrado que a pesar de las limitantes
del proceso sea cada día más utilizado en la industria equina.

La congelación de semen permite la preservación de las características
genéticas de un macho por tiempo indefinido y lograr con esto transmitirlas por
generaciones sin alteraciones cuando sea requerido. Aunado a esto, se evita el
transporte de los ejemplares, se reducen los costos y el riesgo de los animales a
sufrir lesiones durante el viaje, además de los niveles de estrés que maneja un
animal al ser transportado y trasladado a un sitio desconocido, generando una
disminución considerable de la efectividad reproductiva.

La pobre motilidad que generalmente presenta el semen al ser
descongelado, limita el uso comercial de éste para la mayoría de machos
reproductores; sin embargo, muchos caballos presentan una buena motilidad y
tasa de preñez en los programas de congelación de semen (Cheiner, 1998).

El desarrollo y la

utilización de inseminación artificial en equinos,

principalmente con semen congelado, por décadas estuvo limitado por
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imposiciones de muchas asociaciones de criadores que no permitían su utilización
(Samper, 2007). Recientemente, las legislaciones de las asociaciones de
criadores equinos a nivel mundial se han flexibilizado, permitiendo el registro de
las crías obtenidas con esta biotecnología, originando un gran impacto en la
industria ecuestre, especialmente en Estados Unidos (Loomis, 2006), Europa
(Aurich y Aurich, 2006) y Brasil (Papa et al., 2005). Loomis, (2001), menciona que
las primeras dos asociaciones mundiales que permitieron la aceptación de semen
congelado como método para producir crías registradas, fueron American Quarter
Horse (cuarto de milla americano) y American Paint Horse(pinto americano),
pioneras en estimular el nuevo interés por la tecnología en congelación de semen,
y estas dos asociaciones responden por cerca de 5.1 millones de caballos
registrados. Es así que el mercado de semen congelado de los équidos se
valorizara a nivel mundial.
Sin embargo se presentan desde entonces y hasta el día de hoy, ciertos
impedimentos en el desarrollo de la industria equina de semen congelado:

1. Baja fertilidad con semen congelado en comparación con semen
refrigerado.
2. Incremento en los costos asociados al manejo de yeguas para IA
con semen congelado usando protocolos de inseminación actuales.
3. Practicas de marketing desfavorables para semen congelado.

45

A pesar de lo anterior son más los beneficios que brinda en la industria equina
el semen congelado para el acceso a sementales:

1. Acortamiento de distancias entre países o continentes como también
sementales de competencia
2. Evitar contraer o contagiar enfermedades infecciosas, heridas o con
exceso de reservas durante la temporada de montas
3. Uso en el momento óptimo para la monta. Sin embargo, el éxito con
semen congelado requiere que el profesional esté familiarizado con el
adecuadamente con las técnicas de descongelación, la evaluación y
manejo, así como las estrategias empleadas para maximizar la
fertilidad. (Loomis y Squires, 2005 citado en Barbacini, 2009).
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CONCLUSIONES

La mayor efectividad en la criopreservación de semen equino con el uso de
amidas como criopreservantes alternativos, se debe a la mayor permeabilidad de
la membrana plasmática a estos componentes, los cuales protegen del criodaño
tan efectivamente como el glicerol.
La utilización de yema de huevo de pato reporta un mayor porcentaje de
espermatozoides con acrosomas normales, aunque no reporta ningún efecto
relevante en la motilidad.

A pesar de las diferentes modificaciones que se han propuesto en la
congelación de semen equino, una gran población de reproductores tiene pobre
calidad seminal y consecuente baja capacidad fértil post- descongelación. La
toxicidad del glicerol puede ser una de las causas en la variación de la capacidad
de congelamiento espermático. El uso de amidas se ha propuesto para
congelación a cambio del glicerol, ya que en algunas especies es contraceptivo,
reportes recientes demuestran que el uso en equinos es cada vez mayor
sobretodo en aquellos donde la congelación con glicerol es pobre.

Excelentes tasas de preñez pueden obtenerse con el uso de semen equino
congelado. La alta fertilidad de semen criopreservado se debe a la obtención de
métodos sofisticados para congelamiento y protocolos simples de inseminación
desarrollados recientemente, facilitando el conocimiento del tema con el manejo
de semen congelado.
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Se puede concluir que mediante la combinación de amidas con la yema de
huevo de pato y alcanzando una fuerza de centrifugación adecuada de 600G
durante 10 minutos, aliada a la posibilidad de realizar una congelación
programable, determinará la obtención de una mejor consistencia y curva de
congelación que la ofrecida por los vapores de nitrógeno, tornando así, el
protocolo

descrito

en

el

presente

criopreservación de semen equino.

estudio

altamente

efectivo

para

la
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REPORTE DE CASO:
ARTRITIS SÉPTICA EN POTROS
Janine Wernli Rivera, Egresada no graduada, Medicina Veterinaria, Universidad
de la Salle, janinewernli@yahoo.com

Resumen

Una de las principales afecciones que se presentan en potros en el periparto es la
artritis séptica, como consecuencia de una afección primaria previamente
adquirida principalmente originada por bacteremias o septicemias y
desencadenada por una falla en la trasferencia de inmunidad pasiva,
comprometiendo uno o varios miembros y según la localización y el grado de
compromiso de la articulación pueden desencadenar un proceso irreversible, no
solo a nivel articular y óseo, sino también sistémico.
Los agentes primarios responsables de este tipo de afecciones descritos por
diversos autores son: Echerichia Coli, Salmonella sp, Streptococos sp, y
Klebsiella, entre otros, como los agentes más relevantes.
Se pretende con esta revisión realizar un análisis detallado de un reporte de caso,
los factores predisponentes y la evolución del mismo con respecto al protocolo
terapéutico instaurado.
Palabras Clave: Artritis séptica, osteomielitis, baja inmunoincompetencia.

Abstract
One of the main foals conditions that occur in the peripartum is the septic arthritis,
consequence of a primary condition previously acquire, mainly caused by
bacteremia or septicemia as result of a failure in passive transfer, that ends
compromising one or more limbs and by location and commitment of the joint, can
develop an irreversible process at the joint, bone and systemic compromise,
triggering at the end to the animal euthanasia. The primary agents responsible for
these types of conditions have been described in the literature as: Escherichia coli,
Salmonella sp, Streptococcus sp, and Klebsiella including the most relevant
agents.
This review is a detailed analysis of a case report, the predisposing factors and its
evolution with the respect to the treatment protocol established.
Key Words: Septic Arthritis, osteomyelitis, Failure of Passive Transfer.
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Introducción

La susceptibilidad para el establecimiento de una infección, depende de la
defensa del huésped, virulencia del organismo y factores locales, en potros el
origen de esta condición se da por sistema umbilical, respiratorio e intestinal, a
partir de estos una septicemia o una bacteremia pueden causar infecciones
ortopédicas desde el primer día de nacimiento hasta máximo los 45 días de edad.
Este periodo de vulnerabilidad depende de la protección materna,
específicamente el mayor factor de riesgo se da, en el fallo de la transferencia de
inmunidad pasiva (McAuliffe S, and Slovis N, 2008). La virulencia del organismo
se relaciona con la capacidad de establecer la infección. Por otra parte los
factores de vinculación, la capacidad para resistir la fagocitosis, o la resistencia a
la muerte celular contribuyen al desarrollo de la infección. Los factores locales
mas comunes que pueden predisponer al desarrollo de la infección y el
mantenimiento de la misma incluyen bajo flujo de sangre, sobre todo en los
capilares finales, o el suministro deficiente de sangre, que es más un factor en el
hueso (Hardy, 2007).
En un estudio realizado por Koterba A. et al. en 1984 reporta, que el curso
clínico de los pacientes involucrados en el estudio, fue desfavorable debido a las
complicaciones severas y disfunción orgánica múltiple; la debilidad o enfermedad
en los potros, resultaron debido a las condiciones mas comunes presentes en la
yegua preparto, tales como, placentitis bacteriana, descargas vaginales y
lactación prematura. Los organismos aislados más comúnmente fueron
enterobacterias como el E.Coli que fue identificado en más del 27% de los potros.
La articulación tarsiana fue la articulación mas comúnmente implicada. Se
concluye de este estudio que la infección puede ser eliminada antes de que
ocurran daños irreversibles del cartílago articular.

Fisiopatología

El riego sanguíneo articular es proporcionado a través de una arteriola
principal, que se ramifica a la membrana sinovial y la epífisis. El suministro de
sangre a la metáfisis es proporcionada por la arteria nutricia, pero en potros
jóvenes, existen vasos transfiseales que suplen la metáfisis y epífisis de sangre.
La inyección intravenosa bacteriana resulta en la rápida inoculación en los
capilares articulares y peri-articulares (Hardy, 2007).
Los tipos de artritis séptica se clasifican en cuatro tipos, divididas en:
 Tipo S (Sinovial) Inoculación de la membrana sinovial
Afecta a potros entre los primeros 10 días de edad, involucra varias
articulaciones y se observan cambios radiológicos, se presentan signos
clínicos de inflamación del tejido blando periarticular, efusión y cojera. La
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artrocentesis revela aumento de células nucleadas >50.000 neutrófilos
degenerativos (Hunt, 2005).

 Tipo E (Epífisis) Infección del hueso subcondral.
La artritis infecciosa envuelve la articulación y las epífisis
adyacentes. Generalmente afecta a potros de semanas de edad o
mayores. Una o varias articulaciones se infectan y se acompañan de
enfermedad sistémica. Comúnmente se evidencia radiológicamente
compromiso epifisiario (Hunt, 2005).
 Tipo P (Físis) Infección en físis o en la placa de crecimiento metafisiaria.
Ocurre generalmente en potros de 1semana a 4meses de edad. Hay
diversidad de cojera e inflamación del tejido blando, generalmente
involucra un solo sito. Eventualmente se presenta efusión asintomática
cercana a la articulación. Las lesiones se observan radiológicamente en la
metáfisis, físis o epífisis. Las fracturas patológicas resultan de la debilidad
de la estructura involucrada (Hunt, 2005).
 Tipo T (Tarso-cuboidal) envolvimiento de carpo y tarso.
La osteomielitis del pequeño hueso tarso-carpo cuboidal resulta en
colapso del hueso central o de los terceros tarsianos. Se afectan
comúnmente múltiples articulaciones. La invasión de un absceso del tejido
blando periarticular dentro de la físis o de la articulación, es llamada
infección Tipo I. Se envuelven más comúnmente las articulaciones del
miembro superior como la cadera o rodilla. Si la abscedación del tejido
blando se detecta tempranamente, la artritis infecciosa puede evitarse
(Hunt, 2005).
La artritis infecciosa tipo S y E, se presenta en potros jóvenes. El cierre de los
vasos transfiseales, ocurre aproximadamente después de los 7-10 días de edad,
de modo que la localización de la infección en los vasos metafisarios se produce
en potros de mayor edad. A pesar de la inoculación del hueso puede ocurrir
simultáneamente la inoculación sinovial en potros jóvenes, la identificación se
puede retrasar debido a un retraso en la identificación radiográfica de las lesiones
(Hardy, 2007).
Una vez se establece la infección, esta persiste debido a la retención de
fibrina, disminución del flujo sanguíneo a causa de la efusión articular o el
agotamiento capilar. Se puede identificar depleción de proteoglicano articular del
cartílago a las horas de infección. Las lesiones del cartílago pueden desarrollarse
en pocas semanas, lo que lleva a la inestabilidad de la articulación y osteoartritis
(Hardy, 2007).

Diagnóstico y Tratamiento
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Los signos clínicos que se evidencian comúnmente en infecciones
articulares incluyen: cojera, fiebre y distensión articular. El método diagnóstico
incluye cuadro hemático, evaluación del fibrinógeno y radiografías; el cultivo
bacteriano no es diagnostico definitivo (McAuliffe S and Slovis N, 2008).
El cuadro hemático es una herramienta clave en la orientación al diagnostico y
tratamiento de la septicemia, como también la probable caracterización de la
infección causada por agentes gram-negativos (Koterba a. et al. en 1984).
Los potros en fase temprana de osteomielitis pueden o no tener cambios
radiológicos pero entre 1 y 2 semanas, estos consisten en cambios erosivos
radiolúcidos con esclerosis y proliferación eventual de hueso Nuevo. Es necesaria
la evaluación radiológica para monitorear el progreso de la enfermedad (Hunt,
2005).
Los microorganismos aislados por artrocentesis más frecuentes en la
artritis séptica en potros son: Actinobacillus sp, Klebsiella sp, E. coli,
Pseudomonas sp y Salmonella sp. En potros de mayor edad, pueden aislarse
organismos gram positivos, tales como Streptococos sp. y aquellos con lesiones
en físis suelen involucrar Rhodoccoccus equi o Salmonella sp (Hardy, 2007).
En todos los casos de artritis séptica en potros el tratamiento debe incluir
una terapia antimicrobiana, antiinflamatoria y medicación protectora de mucosa
(McAuliffe S and Slovis N, 2008). La terapia antimicriobiana en los casos de
artritis séptica, se divide en la administración sistémica de amplio espectro
(combinación de β-lactámicos y aminoglucósicos). Lavados articulares, que
pueden realizarse mediante agujas o vía artroscópica. Y por último la
administración local en la articulación afectada, mediante una inyección
intrarticular, perfusiones regionales intravenosas o intraóseas, infusión continua
de antibióticos, o bien la implantación de materiales biocompatibles impregnados
con antibióticos (Lescun T. et al. 2006 y Sanchez L. 2005).
Cualquier afección que comprometa una estructura sinovial, se considera
un alto riesgo de infección, por lo cual el paciente debe someterse
inmediatamente a terapia antimicrobiana de amplio espectro, en el momento que
es tomada la muestra para cultivo, mientras se determina mas específicamente la
elección del antimicrobiano contra el agente causal (Joyce J, 2007). La terapia
antimicrobiana más utilizada en estos casos incluyen ampicillina, penicillina sódica
o potásica, oxitetraciclina, gentamicina, amikacina y ceftiofur (Baxter G, 2004).
Junto con la terapia antibiótica se debe incluir terapia antinflamatoria, los
medicamentos de elección son fenilbutazona (2.2–4.4 mg/kg), flunixin meglumine
(1.1–2.2 mg/kg), ketoprofeno (2.2 mg/kg) o carprofeno (0.7 mg/kg oral) (Joyce J,
2007).
La recomendación en la utilización de combinaciones antimicrobianas más
comúnes al inicio del proceso, incluyen Penicilina a dosis de 22,000 U/kg
intravenosa cada 6 horas, o intramuscular 2 veces al día, combinada con
gentamicina a razón de 6.6 mg/kg intravenosa cada 24 horas. También es común
utilizar penicillina y amikacina a 15–25 mg/kg intravenosa cada 24 horas, o
cefazolina a 11 mg/kg cada 8 horas; y gentamicina, ceftiofur IV o IM
2 mg/kg
2v/día. Sí el paciente responde favorablemente a la terapia antibiótica de 7-10
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días, se debe cambiar a antibiótico oral por 2-4 semanas según la severidad de la
infección y el progreso clínico, se incluye el uso de trimetoprim-sulfa, 960 mg a
dosis de 30 mg/kg 2 veces /día; doxiciclina 100 mg, a dosis de 11 mg/kg, 2 v /día
(Joyce J, 2007).
En los casos de infecciones de la bolsa sinovial, se debe realizar con
frecuencia lavados de la estructura sinovial. Es importante al realizar el
procedimiento tomar una muestra para cultivo y citología como también
sensibilidad para dicho agente causal. El procedimiento se puede realizar de pie o
bajo anestesia general, facilitando así el abordaje. Todo el procedimiento debe ser
realizado asépticamente, la articulación afectada se prepara, debe ser depilada y
embrocada adecuadamente, luego se debe insertar una aguja (14-16G) en la
mayor parte de distensión, es en este momento que se toma la muestra para
cultivo por aspiración o flujo libre de líquido sinovial. A continuación se debe
colocar una línea de fluido y se distiende la articulación con un pequeño volumen
de la solución que se utilizará. Así mismo se inserta una segunda aguja a la
distancia más lejana posible de la primera en la zona distendida de la articulación,
junto con 500 ml y 1000 ml de agua estéril o solución isotónica se incluyen
antibióticos como gentamicina o amikacina.
La cantidad que se infunde
en la articulación, es 5.3 ml de amikacina. Paso seguido es necesario vendar la
extremidad si la articulación afectada está por debajo de la tibia o el radio.
(McAuliffe S and Slovis N, 2008).
Según Lloyd en 1990 tomado de Joyce en 2007, menciona que la
concentración intrasinovial obtenida post inyección única de gentamicina es 10100 veces mayor que la obtenida por vía intravenosa, y además que la infección
causada por E.Coli experimentalmente, se eliminó de manera satisfactoria con
terapia intrarticular mas favorablemente con el uso de amikacina cada 24-48h.
Los lavados articulares suelen ser suficientes cuando el diagnóstico es
temprano, la infección no es severa y se presenta en articulaciones simples
(carpo, tarso). Sin embargo, si no se observa una evolución favorable tras varios
lavados articulares, se recomienda lavar mediante artroscopias. Aunque el costo
sea mayor, esta opción aporta numerosas ventajas: permite eliminar la fibrina,
permite un lavado exhaustivo de todos los compartimentos de las articulaciones y
evaluar y desbridar el cartílago, si fuese necesario (Hardy, 2006).
La perfusión regional de un miembro vía intravenosa o intraósea, puede
llevarse a cabo en casos seleccionados que no responden a terapia sistémica con
antibióticos y requieren altas concentraciones de antibióticos a nivel local
(McAuliffe S and Slovis N, 2008).
Hunt en 2005, reporta la sensibilidad de los agentes involucrados en artritis
séptica a antimicrobianos según su característica gram positiva o gram negativa
representada en las Tablas 1 y 2 descritas a continuación:
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Tabla 1. Representación del 100% de sensibilidad antimicrobiana de
agentes Gram negativos (Tomado y modificado de Hunt, 2005)
100%
Sensibilidad
Imipenem
Amikacina
Ampicilina
Cefazolina
Cloranfenicol
Enrofloxacin
a
Gentamicina
Tetraciclina

Eschericia
Coli
x
x

Salmonell
a sp.
x

x

x

Klebsiell
a p.
x
x
x
x
x
x
x

Pasteurell
a h.
x
x
x
x
x

Actinobacillu
s e.
x

x
x

x
x

Tabla 2. Representación del 100% de sensibilidad antimicrobiana de
agentes Gram positivos. (Tomado y modificado de Hunt, 2005)
100%
Sensibilidad

Bacillus
sp.

β-Strepto
equisimili

Imipenem
Penicilina
Ampicilina
Cefazolina
Cloranfenicol
Enrofloxacina
Gentamicina
Rifampina

x
x
x
x
x
x
x

x
x
x

β-Strepto
zooepide
micus
X
x
x
x
x

Rhodococ
cus

Staphylococc
us

x
x

x
x
x

x

Reporte de Caso

Anamnesis del paciente
Macarena, yegua de raza Anglo – árabe.
14 años de edad
Capa: torda mosqueada
Ultimo tercio de preñez de un semental árabe puro.

x
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Historia Clínica
La yegua presenta historia de partos prematuros de 10-20dias, el potro del
penúltimo parto murió a causa de una enfermedad neurológica degenerativa, y el
último a causa de un ahogamiento con líquido amniótico por ausencia en la
ruptura del saco amniótico inmediato al parto. Por tal motivo, se decide hacer un
seguimiento y acompañamiento veterinario desde el momento del parto. Como
prevención el dueño decide instaurar 3 días preparto un protocolo de
suplementación vitamínica como apoyo al desgaste energético desencadenado
en el parto.
Descripción del caso
Se reporta la fase preparto con sintomatología normal, desarrollo y
desencadenamiento del parto sin ninguna alteración; el potro nace en excelentes
condiciones con un desarrollo físico maduro y actitud normal inmediatamente al
post-parto. La placenta no reportó ninguna alteración ni de aspecto, ni de tamaño
(Ver Fig. 1).
El potro se pone en pie a los 22 min post parto e ingiere por
amamantamiento autónomo, el primer calostro a los 48min post-parto. Luego
continúa el amamantamiento de manera normal (Ver Fig. 2).
A continuación se describe en la Tabla 1, el seguimiento diario del potro
hasta los 16 días post-parto, la evolución y tratamiento del caso.
Tabla 3. Evolución y plan terapéutico del caso
Día
1-3
(Ver Fig. 3)

Evolución
El potro se encontró en
buen estado anímico en
corral. En las noches el
potro entra a pesebrera.

Tratamiento

4-6
(Ver Fig.4)

Se reporta diarrea líquida
color amarillo y olor.
(Vitaminas).

Metronidazol Oral:
10mg/Kg,
Ranitidina: 6.6mg/Kg
2v/dia
Subsalicilato de
Bismuto: 60gr c/6h,
Suero Glucolac: Medio
frasco 3 veces/día

Examen clínico:
deshidratación del 5%,
inapetencia, decaimiento,
TllC: 3 seg, FC: 130l/min,
FR: 58R/min, Tº: 38.5C.
Cuadro hemático:
(Linfocitosis con Neutrofilia,
Hipoglobulinemia)

Al día 2-3:
(2veces/día).
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El
potro
evoluciona
favorablemente
al
tratamiento y cede la
diarrea definitivamente.
7
(Ver Fig.5)

9
(Ver Fig.6)

10

11
(Ver Fig.7)

12

Se presenta un aumento de
tamaño en el miembro
posterior derecho a nivel
de la corva (articulación
tarsiana).
El examen clínico no revela
alteración en las constantes
fisiológicas
normales,
sin embargo en la región
inflamada se evidencia una
zona con calor aumentado
pero sin dolor.

Para determinar el agente
causal se decide realizar
una artrocentesis, y se
obtiene
una
muestra
purulenta espesa de color
amarillenta para cultivo
(Resultado: E.Coli).

Instauración inmediata
terapia antibiótica con
Ceftiofur a dosis de
5mg/Kg c/24h

Lavado
intrarticular
NaCl 0,9% 1Ltr para
descomprimir
la
inflamación y reducir
carga bacteriana.
Butazinol
2.2mg/kg
c/24h.
Se
restringe
movimiento
de
la
articulación
con
vendaje.

Reduce notablemente la
inflamación articular, se Amikacina: 20mg/Kg
evidencia mejoramiento en IM una vez al día.
estado anímico.

Inflamación aumentada de Lavado
intrarticular
la articulación
NaCl
0,9%1Ltr
₊
150mg de Amikacina.
Butazinol: 2.2mg/kg
Buen Estado anímico, pero
la articulación no presenta
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13

14
(Ver Fig.8-9)

15
(Ver Fig.10)

16
(Ver Fig.11)

mejoría, la inflamación se
mantiene igual.
Se
evidencia
engrosamiento
de
los
tejidos periarticulares con
contenido
hemorrágico,
fibrina, y material purulento
consistente.
Leve
claudicación
del
miembro
Se
realiza
evaluación
radiográfica
para
determinar
daño
y
compromiso óseo.
En la cara medial de la
articulación se presenta
fistulación de 2cm,
La cojera se mantiene y
tiende a empeorar.

Lavado
articular:
500ml
NaCl
0,9%
150mg de Amikacina ₊
Domosyn 5ml.

Lavado de la herida
con solución salina, y
clohrexidina al 0.02%.

Evolución desfavorable de
la herida.
Lavado de la herida
Las
Radiografías con solución salina, y
evidencian compromiso del clohrexidina al 0.02%.
tarso distal con perdida del
borde óseo y densidad
ósea.
Evolución
desfavorable
mayor
aumento
de
inflamación,
secreción
purulenta, olorosa y cojera
tipo 5/5.
Se
decide
realizar
eutanasia del paciente.
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FIGURA 1. Día 0, Placenta de coloración y aspecto normal.

FIGURA 2. Día 0, 20 min post-parto yegua Macarena en proceso de estimulación y
limpieza del potro.

FIGURA 3. Día 1 Post Parto, Normal
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FIGURA 4. Día 3, El potro presenta diarrea pero buen estado anímico.

FIGURA 5. Día 7, Inflamación de la articulación tarsiana derecha.

FIGURA 6. Ejemplo del lavado articular con solución isotónica en articulación
intercarpiana con artritis séptica. (Tomado de McAuliffe S and Slovis N, 2008)
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FIGURA 7. Día 11, Aumento en la inflamación y cojera

FIGURA 8-9. Día 14, Herida expuesta por fistulación espontanea de la efusión articular.
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FIGURA 10. Día 14, Vista latero lateral y palmaro dorsal de la articulación tarsiana
derecha.

70

FIGURA 11. Día 16. Herida abierta con presencia de gran cantidad material purulento y
evidente inflamación de la articulación acompañada de cojera tipo 5.

La yegua dos semanas post parto, manifiesta una secreción vaginal muco
purulenta la cual es indicativa de una posible endometritis postparto, se decide
hacer una citología uterina para realizar un cultivo y determinar el agente causal,
para esto es necesario tener en cuenta que la yegua se encuentre en celo. El
resultado del cultivo determina que el agente causal de la endometritis fue
Estreptococo equi. El tratamiento indicado para la endometritis leve, se basa en
realizar tres lavados uterinos con solución antibiótica a base de Penicilinastreptomicina 5mill UI, durante tres días seguidos mientras la yegua se encuentre
en celo. (Blanchard et al. 2003)

Conclusiones
El establecimiento de un proceso infeccioso depende de varios factores,
que incluyen entre otros, la defensa del huésped, la virulencia de los organismos y
factores locales conjuntos. En potros, la defensa del huésped se asocia
principalmente con la inmunidad pasiva adquirida. El fallo en la transferencia de
inmunidad pasiva (FTPI) es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de la
septicemia en potros.
Es importante tener en cuenta, que es determinante un adecuado manejo
preventivo en el periparto, como asegurar el consumo de calostro con buena
calidad de inmunoglobulinas y la correcta asepsia de ombligo, estos dos
elementos, quizá son la clave para prevenir cualquier tipo de afección primaria
principalmente de origen bacteriano y que como consecuencia se genere una
complicación secundaria como la artritis séptica.
Mientras se obtienen resultados diagnósticos definitivos, con la presencia
de signos clínicos clásicos de infección articular en potros como fiebre, cojera e
inflamación, es necesario instaurar inmediatamente terapia antibiótica de amplio
espectro como medida preventiva, una vez obtenidos los resultados de un cultivo
es necesario instaurar en todos los casos terapia antibiótica especifica,
antinflamatorios y protectores de mucosa.
El diagnóstico definitivo, el compromiso y el pronóstico de la artritis séptica
en potros, se determinan a través de una serie de factores involucrados como son
el agente causal, la resistencia antibiótica del mismo, y el daño articular que se
genere, como también la severidad del compromiso óseo de las estructuras
adyacentes a la articulación evidenciadas radiológicamente.
En este caso, con el análisis de los resultados de los cultivos tanto del
potro como de la yegua, la historia clínica de la yegua y los factores
predisponentes, indican que el desarrollo del caso fue determinado muy
probablemente por la falla en la transferencia pasiva de inmunoglobulinas y a
partir de esto un consecuente desarrollo del cuadro diarreico por la enterobacteria
E.Coli que llego a causar septicemia y termino en un proceso séptico que afecto
la articulación del tarso, y además el agente refractario a la terapia antibiótica fue
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determinante para desarrollar un compromiso óseo a nivel distal del tarso, lo cual
no permite tener algún chance de evolución favorable para una función atlética a
futuro y es preferible evitar dolor y sufrimiento del animal con la elección de la
eutanasia.
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